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RESUMO

A pitiose € uma enfermidade cronica, geralmente fatal que acomete mamiferos, em diversos
paises do mundo. A doenca é ocasionada pelo oomiceto aquatico Pythium insidiosum que
infecta plantas e animais. O diagndstico e o tratamento da pitiose sdo desafiadores, uma vez
que, os sinais clinicos da enfermidade sdo semelhantes a algumas doencas flngicas e
parasitarias e na terapia, comumente € associado uma combinacdo antimicrobianos,
imunoterapia e cirurgia. Atualmente, ndo ha um protocolo 100% eficaz, sendo relatado o uso
de antibacterianos, antifungicos e fitoantifungicos. O mefenoxam pertence aos acilalaninatos e
tem acao sobre fitopatdgenos como fungos e oomicetos, adicionalmente, ha estudo relatando
sua atividade in vivo na pitiose gastrointestinal canina. Deste modo, este estudo objetivou
avaliar a suscetibilidade in vitro de P. insidiosum ao fungicida agricola mefenoxam e sua
toxicidade in vivo. Para tal, utilizou-se 20 isolados de P. insidiosum frente a mefenoxam pelo
método de microdiluicdo em caldo de acordo com o protocolo M38-A2 do CLSI, a fim de
estabelecer as concentracdes inibitdrias minimas e as concentracfes oomicidas. A toxicidade
do fungicida foi avaliada em modelo in vivo Caenorhabditis elegans. A concentragdo para inibir
100% do crescimento de P. insidiosum variou de 0,625 a 10 ug/mL, e sua concentracao
oomicida variou de 1,250 a 20 pg/mL. Nao houve evidéncias de toxicidade no modelo
experimental in vivo utilizado. Portanto, o fitoantitingico ndo apresentou toxicidade nas doses
avaliadas e possui atividade inibitoria frente ao oomiceto patogénico P. insidiosum. Contudo,
maiores avaliagbes sobre a farmacocinética e toxicidade do mesmo em diferentes espécies
animais e possiveis interacGes farmacologicas sdo necessarias para inferir um possivel uso no
manejo clinico da pitiose.
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1 INTRODUCAO

Pythium insidiosum & um oomiceto aquéatico que coloniza plantas para reproduzir-se
dando origem aos zodsporos biflagelados (forma infectante) que se movimentam até encontrar
uma nova planta ou parasitar diversas espécies animais, principalmente mamiferos, incluindo
seres humanos (MILLER, 1983, SANTURIO, et al., 2006). Agente etiol6gico da pitiose, P.
insidiosum possui distribuicio mundial, com maior ocorréncia em humanos na india e Tailandia
e em equinos no Brasil (YOLANDA; KRAJAEJUN, 2022).

Esta enfermidade apresenta limitagdes no diagnostico, sendo necessario 0 emprego de
técnicas com melhor sensibilidade e especificidade. Métodos laboratoriais, em sua maioria,
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exigem estrutura complexa e pessoal especializado (GAASTRA et al., 2010). Adicionalmente,
ndo existe um tratamento padrdo para a pitiose, estando os protocolos disponiveis baseados em
cirurgia, imunoterapia e uso de compostos com atividade antimicrobiana (ARGENTA et al.,
2008; CAVALHEIRO et al., 2009; GAASTRA et al., 2010; LORETO et al., 2011; JESUS et
al., 2015; ITAQUI et al., 2016; VALENTE et al., 2016; LORETO et al., 2018; IANISKI et al.,
2020).

O antifingico mefenoxam normalmente é empregado em tratamentos agricolas
(YOLANDA; KRAJAEJUN, 2020). Este fungicida pertence aos acilalaninatos e tem acdo sobre
fitopatdgenos como fungos e oomicetos. Brown et al. (2008) relataram sua atividade in vitro
frente a P. insidiosum e, posteriormente, foi empregado em terapias associadas no tratamento
de pitiose canina (HUMMEL et al., 2011; CRIDGE et al., 2020).

Deste modo, o objetivo deste estudo foi avaliar a suscetibilidade in vitro de P.
insidiosum ao fitoantifingico mefenoxam e verificar sua toxicidade in vivo.

2 MATERIAIS E METODOS

Para a realizacgdo dos testes de suscetibilidade in vitro, utilizou-se um total de 20 isolados
de P. insidiosum, sendo 17 isolados clinicos brasileiros (16 de origem equina e 1 de origem
canina) e trés cepas padrdo (CBS 119455, CBS 57585 e CBS 77784), todos os isolados estdo
identificados molecularmente, de acordo com Weiblen et al. (2019). O mefenoxam
(Metalaxyl®, pureza 99,5%, Sigma-Aldrich Co., St Louis, MO, EUA) foi obtido
comercialmente. O estudo empregou 0 método de microdilui¢cdo em caldo, de acordo com o
protocolo M38-A2 do Clinical and Laboratory Standards Institutes (CLSI). O in6culo foi
obtido a partir da inducdo in vitro da zoosporogénese, descrito por Pereira et al. (2007) com
modificagBes de laniski et al. (2020), apresentando 2 a 3x10% zodsporos/mL, diluidos em caldo
RPMI 1640, pH 7.0. Resumidamente, o processo experimental consiste em utilizar isolados de
P. insidiosum cultivados previamente em Corn Meal Agar (CMA) e posteriormente transferi-
los para placas contendo agar V8 e incubar a temperatura de 37°C no periodo de 48h.

Posteriormente, acrescentou-se fragmentos de grama (Paspalum notatum),
previamente esterilizados e as placas foram novamente incubadas a 37°C por 48h. Apos 0
periodo, os fragmentos de grama foram transferidos para nova placa de Petri contendo meio
de inducdo e incubadas a 37°C por 24h. Em seguida, as placas foram agitadas a 3000
rpm/5min e realizou- se a contagem de zoosporos livres em camara de Neubauer com auxilio
do microscépio otico. Utilizando placas de 96 pocos, adicionou-se o indculo e concentracdes
crescentes do farmaco (0,019 a 10 pg/mL) e, apos 24h de incubacdo a 37°C, realizou-se a
leitura das placas para a determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) de cada
isolado, através da observacdo visual da presenca ou auséncia de crescimento micelial,
comparado ao controle positivo e negativo. Na leitura dos resultados, foram determinadas as
CIMO (100% de inibicdo do crescimento), CIM1 (inibigdo do crescimento >90%) e CIM2

(inibicdo do crescimento >50%) de mefenoxam para todos os isolados, bem como sua
respectiva concentracdo oomicida minima (COM). Os testes foram realizados em triplicatas.
Para a avaliacdo da toxicidade in vivo do farmaco seguiu-se protocolo descrito por Wu
et al. (2013), com modifica¢bes (FR1ZZO et al. 2018). Utilizou-se 0 modelo Caenorhabditis
elegans em seu estagio de L1 devido a sua maior sensibilidade as substancias toxicas (CHU et
al. 2005, XING et al. 2009). As larvas foram obtidas do Centro de Genética Caenorhabditis
(Universidade de Minnesota, EUA) e foram isoladas de embrides de hermafroditas gravidas
usando uma solugdo de branqueamento (1% NaOCI, 0,25 M NaOH), e posteriormente foram
mantidas em tampdo M9 (42mM Na2 HPO4, 22 mM KH2PO4, 8,6 mM NaCl e 1 mM
MgSO4) durante a noite para eclodir para obter o estagio L1 (BRENNER, 1974). Em média,
500 C. elegans foram transferidas para microtubos contendo diferentes concentracdes de

DOI: 10.51161/conaclil/12273



Revista Multidisciplinar em Satude ISSN: 2675-8008 V. 3,n2%4, 2022

farmaco (5, 20 e 50 pg/mL) em tamp&do M9, e DMSO a 0,004% foi usado como controle. Apds
1h, as larvas foram lavadas trés vezes com tampao M9 para remocao do tratamento e deixadas
em recuperacdo por 1h em tampdo M9. Para avaliacdo, aproximadamente 100 larvas por
grupo foram classificadas como mortas ou vivas usando um estereomicroscopio, desse modo as
larvas que reagiram a um estimulo mecénico com fio de platina foram classificadas como
vivas e as que ndo responderam foram consideradas mortas.

Na avaliacdo da toxicidade, as anélises estatisticas foram realizadas usando GraphPad
Prism 7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). A estatistica entre os grupos foi determinada
por ANOVA de uma via seguido pelo Teste de Comparagdo Multipla de Dunnett. Os valores
sdo representados como médias = erro padrdo da média (SEM), os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando p< 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados encontrados nos testes de suscetibilidade in vitro demonstram que
mefenoxam inibiu 100% o crescimento micelial de P. insidiosum em concentracGes de 0,625 a
10 png/mL (tabela 1), bem como ndo apresenta efeitos de toxicidade nas concentragdes testadas
no modelo in vivo C. elegans (figura 1).

Anteriormente, estudos realizados por Brown et al. (2008) empregando o método de
disco difuséo para avaliar a suscetibilidade in vitro de seis isolados de P. insidiosum frente a
mefenoxam, demonstraram que a concentracdo de 1 pg/mL foi responsavel pela inibicdo de
>90% para todos os isolados. Entretanto, no nosso estudo observou-se uma maior varia¢ao dos
valores de CIM obtidos para o respectivo farmaco, o que pode ser resultado da utilizacdo de
diferentes técnicas de avalicdo e também devido utilizarmos um maior nimero de isolados de
P. insidiosum. Todavia, estudos in vivo relatam a acdo de mefenoxam em associacdo a outras
drogas e técnicas cirdrgicas no tratamento da pitiose canina; porém, estudos adicionais sao
necessarios para inferir o sinergismo do resultado terapéutico (HUMMEL et al., 2011; CRIDGE
et al., 2020).

Em relacdo a toxicidade in vivo de mefenoxam, esta foi previamente estabelecida na
literatura, para a liberagcdo comercial (FAO & WHO, 2019). Porém, é necessario realizar
avaliacOes da toxicidade em diferentes modelos experimentais para possibilitar futuros ensaios
terapéuticos e em diferentes espécies animais e, deste modo, incluir na terapia da pitiose.

Tabela 1: Suscetibilidade in vitro de isolados de Pythium insidiosum (n=20) frente a

mefenoxam.
Concentragdes inibitorias e oomicidas (pug/mL) Mefenoxam
CIMO (MG) 0,625 - 10,000 (2,76)
CIM1 (MG) 0,312 - 5,000 (1,38)
CIM2 (MG) 0,156 - 2,500 (0,69)
COM (MG) 1,250 - 20,000 (6,30)

CIMO: 100% de inibicdo do crescimento; CIM1: inibicdo do crescimento >90%; CIM2: inibicdo do
crescimento >50%; COM: concentracdo oomicida minima; MG: média geométrica.
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Figura 1: Toxicidade de mefenoxam em modelo experimental in vivo Caenorhabditis elegans.
Curva de sobrevivéncia de C. elegans no estagio L1 apds 1 h tratamento com mefenoxam, p >
0,05.

4 CONCLUSAO

O mefenoxam apresenta atividade inibitoria in vitro contra P. insidiosum, bem como
ndo produz mortalidade do modelo in vivo nas concentragdes testadas. Contudo, mais estudos
sd0 necessarios como avaliacdo da citotoxicidade e farmacocinética em outros modelos de
experimentacdo abrangendo outras espécies a fim de verificar a possivel inclusdo deste
fungicida no arsenal terapéutico da pitiose.
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